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はじめに
月山など日本の豪雪地帯では初夏の雪解け時期に残雪の表面からその内部にかけて、色
づくほど高密度に繁殖する微細藻類に遭遇する。これらの着色部(彩雪：Fnku3himal963）
に優占する藻類を雪上藻類あるいは氷雪藻類と呼んでいる。鑓Zb1r割｡､､ﾉﾌﾞas麺噸Zigも代表的
な雪上藻の１種で、遊泳期は緑色を呈し、不動の接合子はカロテノイドを蓄積するため、
赤色を呈する。
囮nivaIXsは接合子の状態で世界中の彩雪から発見される普遍種で、日本では
Fukushima(1963)が日本各地の赤色ないしは赤褐色の彩雪から錘｡趣eIIaHi吃I率として報
告して以来、久しく研究されていなかった。しかし最近、Muramoto錘ａｉ｡(2QO8)が山形県
目山姥ヶ岳山麓にある県立自然博物園内のブナ林周辺の赤色彩雪から園迩噸迩臼の接合子
を採集し、接合子壁の表面に、直線状とｓ字状の２型の翼が発達することを指摘し、それ
らの繭､L遺伝子に基づく分子系統解析を行った。彼らによると翼の形状との対応関係は不
明であるが、…Ｌ遺伝子に２つのハプロタイプが存在し、そのうちの１つは北米産のα
砿噸I狐HohameraJo2QO2)と単系統を形成し、他の一つは別の雪上藻類(“｡、厩ﾛﾉｺ没蜜属
藻類)とクレードを形成すると報告した。このことは園感醒I鱈に系統的に異なる分類群、
すなわち隠蔽種が存在する可能J陸があると指摘した。特に単細胞ＰＣＲ法を用いた分子系統
解析を行ったが、光学顕微鏡下で翼彩状を識別することが困難なたあ、隠蔽種と接合子壁
の翼形状の関係を解明するには至らなかった。
本研究は彼らの研究に引き続き、高倍率の光学顕微鏡で翼形状を識別した後、単細胞PGR
を行い、各接合子の鐘｡L配列を決定し、蜜鐘“海の隠蔽種と接合子壁の翼形状との関係
について解析した。
材料と方法
２００８年５月中旬から６月中旬にかけて、山形県立自然博物園内(図１）のブナ林周辺
(図２)に出現していた赤色ないしば赤褐色彩雪を滅菌スプーンで、プラスチック容器伽皿
PET-P:東名化学工業株式会社、愛知)に採取し、その容器を氷を詰めた発泡スチロールコン
テナに入れ、山形大学理学部生物学科の研究室に持ち帰り、５℃の培養庫に保存した。
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図１－２．月山の位置と採取場所”写真。１:月山と山形大学の位置。２:山形県立自然博
物園内のブナ林も
各接合子の翼形状はノマルスキー光学顕微鏡錘5｡、オリンパス社、東京)、６”～8“倍
で判別して、以降の実験試料とした。
単i細胞PCR法は翼形状を判別した接合子を１個ずつ、５１，１の獺撞蒸留水とともに0.2,1
PCRチューブ（GreinerBio-0[xc、NewYork)に入れた。この接合子の入ったチューブを液体
窒素と９０℃の湯に20秒ずつ交互に３回浸けて、細胞を砿j砕した。以降”手順鐘Sebastian
arxdD，Ｒｙａｎ(2001)に準拠した｡AmliTaqGcld(LifeTechnQ1QgiesCbmoration､Carlsbad）
を用いた201Ｊ１のPCR反jufF:混合液をＰＣＲチューブIこ加えてＰＣＲを行った。PCRはｔｈ急mER1
cycler(GeneA1npPCRSystem97m：ABIAPpliedBiosysteIns、FbsterCity)を用いて行い、
94℃で15分熱してから、９“で２分間(変性）。46℃で２分間(アニーリン釣・６６℃で３分
間(伸長)を３５巨縢り返し、最後に72℃で１５分維持した後に４℃で保存した。プライマー
は先行研究で使用された雪上藻特異的ｒ'6壇Ｌ遺伝子プライマーである
sNoW-F1(５，－GAATCrTc1YACWGGTApTvl喝GAC-3,）とSNUW←鴎(5,-ATRAAAEGGTcICrCCAAEGCAT-
3,）（MuramotcgraZo2008)を用いた｡DNA量が少ないため､PCR終了後すぐにQIAqniCkPCR
puri2icaticnKit(Qiagen、Valencia〉を用いてＰＣＲ産物を精製し、SNOW=Ｆ１、
SNOW畠F2(5,＝ACTGAI沼GrTTYlACAAGTmTGAF3，qluramotoeraL2008)）と、新たに作成した
SNOW-R2new(5,-91℃TAASCCACCADGTAAADATTC-3，）、SN9W罠R４（５，－CIrlylAAEABGACGTUCGTylB-
3,）を用いて２，．ＰＣＲを行った。２，．ＰＣＲは25111のAInplimqGold(LiEeTechnologies
COrPOration)反応混合液をｲi三成し、９蕊で15分熱してから、９“で30秒（変性）・5ORCで
－１２－ 
た後に４℃で保存した。PCR産物２５１Ｊ１のうち５１１１を電気泳動にかけて麺ﾛL遺伝子の増幅
を確認し、増幅が確認できたPCR産物を精製した。精製したPCR産物をBigDyeTerminator
ver、１．１(ABIAppliedBiosystems)を用いたサイクルＰＣＲにかけ、シーケンシングを行っ
て各接合子の鐘廻L遺伝子配列を決定した。
操作分類群(OTU)として己larr＆Zｺﾞﾋﾞﾖ８種、冷s…czzr錘率１種、鰯Inmhmxzasl9種、
餓産麺鋤`F"z鐵国２種の載りＬ遺伝子情報をGenBankより引用した。アラインメントには
C1ustalW(ThoIjxp宮｡n歳aL1994)を用い、OTUの麺｡L遺伝子配列(1,128塩基,NoZaki“aL
2DQ3)、Muramto蔀ａI.(2,08)により月山で採取されたこ“醇五蜜の接合子から得た３４Ｑ
から４QO塩基の鑓己L遺伝子部分配列(Gassan-NIVr2)、そして本研究で得たα冠〃ＸＩＢ
接合子の３０９から４１，塩基の鐘ＣＬ遺伝子部分配列(表１）を系統樹構築に供した。ＭＥＧＡ４
(TamuragraL20D7)を使い、Kimuraの２変数法(Kimural98D)に基づく近隣結合法系統樹
(SaitouandNeil987)を構築し､MOO回反復のブートストラップによる内部枝検定(Dopazo
1994)を行った。また、亀r苫&ｒｊｉａと姥“dbロzHrまarRiaを外群として用いた。
表１．本研究の麺己Ｌ遺伝子配列に基づく系統解析に用いた種類と株名、株保存施設名と
GenBankのAccBssionnulUber一覧。
分類群 株名または証拠標本名 AccessionmmbBr 
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結乗
光学顕微鏡下でのα鍾噸Zfsの接合子の特徴は、Ｆ１】kushima(196＄の５１ｍ錘eZZa露潅Z率
の記述と一致した。接合子簿大きさは長さ27.5～37P､、幅12.5～201ｍの紡錘形で細施壁に
顕著な翼を持ち、その翼の形状織直線型(図３）とＳ字型(図４)の２型があり、翼の型に関
わらず、細胞内部にはオレンジ色の色素が大量に蓄積されていた。細胞中心部にはクロロ
フィルの緑色が残っている接合子も見られた(図５)。翼の列数は直線型もＳ字型もともに
およそ８列であった。
３ ａ ５ 
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蓬鋤
図３－息。光学顕微鏡で観察した銭Inz､cUnpJr露鍾魑Z率の接合子。えケールバー獄１０，．
国３:直線型の翼を持つ接合子ｂ４：Ｓ字型の翼をもつ接合子。５:中心部に夕疸
ロプィルの緑色が残る接合託
光学顕微鏡を用いて翼形状巻直線型とＳ字型に識別した個体(直線型５個体とＳ字型４
個鯛から、草紙H回PCR法によって、309～410塩基の部分的なzl6oL遺伝子配列を得た。こ
の配列を用いて構築した近隣結合法系統樹(図６)では、月山産の遍露瞳1通の接合子は遺
伝的に２つのグループに分力熱た゜どちらのグループもクレーＦＡに位置し、その中でも
雪上藻幻みで構成されるサブクレードＡ２(Hohameオ己Ｌ２Ｄ鑓)に含まれた。低い信頼|直で
はあるが、ひと。のグループは北米鰯巳錘鯵璽臼（UTEXSNU6aCU563ⅣとGassEm員NIV1
(Mu｡愛ImtoeraZb20C鰯とともに単系統を形成し、もうひとつのグループは風茜聡TiZ露siTs室
(HOhameraZb20p6)、ａｐＸ鐘麺Ca綴(Willel903)、Ｃビムz：Bv錘錘（Hdham“ａＬ１９７蝿、
そして巳力Qbamffゴ(Ling＆SePpeltl998)の雪上藻４種と、Gassan-NIV20Hl】ramotce”28
2908)とともに１つのクレードを形成した。また、直線型とＳ字型の翼形状は系統的に呂唄７，
たグループに関係なく出現した(図５)。
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図６．鐘ａＬ遺伝子配列を用いた近隣結合法系統樹bKimuraの２変数法に基づき樹形を構築
した。数値はブートストラップを用いた内部枝検定による信頼値(>50卿で、Ａ１、
Ａ２、そしてＡ３はHohamら(2002)に準拠した。
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械討
単細胞ＰＣＲ法により得た麺､Ｌ遺伝子の部分配列に基づいて分子系統解析を行った結果、
遺伝的に異なる２つのグループに別れた。同じように２つのハプロタイプの存在を確認し
たMuramotDら(2｡08)ば接合子の翼形状を識別せずに分析したたぬハプロタイプと翼形状
の関係についてはわからなかったと述べている。本研究では高倍率の光学顕微鏡を用いて
各接合子の翼形状を識別してから分子系統解析を行ったが、遺伝的に異なる２グループの
どちらにも直線型とＳ字型の翼形状が混在することがわかった。今回の系統解析腱用いた
己鍾Fialisの鐘cL遺伝子は部分的な配列であり、内部枝検定の信頼値も低いが、構築され
た樹形は麺｡L遺伝子を用いて雪上藻の系統上の位置を調査した過去の研究結果と鏑よそ一
致した(Hoha】、“錘。２｡０２，２０６６，Ncvis錘墾2008)。遺伝的な２グループの両方に直
線型とＳ字型の翼を持つ接合子が現れたことは、園迩噸｣rｉｓの種の実態を接合子の翼形状
で識別することはできないことを意味している。
雪上藻のみで構成される鑓iurQlznKja薮サブクレードＡ２内にはＧｎｉ輝Ｚｉｇ、唖
趣鹸麺復jh8Y圦口カロヒム冠j､?ｺﾞｺﾞ､巳fxzne虚鍛漸臼､巳rZKgihiIJ鋤錘熟瓜餓鋺axJg1D鎚錘蕊鰯鐘趣"?“麓ｓ
Aひiii､そして“ｒｚあar窃が含まれる｡そのうち５種(風“噸I過ａｐｉ蛾ｍＤｊｉａａロム蛾azlHir、
ａｈｒｅｙ坤麺a、凰志噸迩1錘s鋤は接合子の形態が知られており、それらは種ごとに特異
的であり、己虚潅ＩＺｓの接合子と明瞭に識別できる。しかし、今回の分子系統解析鞭結果
もＭｕｒａｍｏｔｏｅｔａＬ(2鋤8)と同様に、□迩噸JXsから接合子の形態で識別できない遺伝的
に異なる２つのグループが存在することを明らかにした。そのうちの１つのグループはこ
“噸ＩＩＳとは別種の雪上藻とクレードを形成した。この結果は接合子の形態だけでは‘
、魑迩ｓを同定することはできず、これまで世界中から報告されたロガズ“Ｚｉｇの中には異
なる種が混ざっている可能性が高いといえる。特に接合子の形態に基づく同定の場合は再
調査が必要である。雪上藻として発見・同定される風麺醒I率は接合子の状態でみつかる
ことが多く、今後この藻を正確に同定するには、接合子ではなく、遊泳細胞の形態に基づ
く必要がある。それには接合子の休眠を解除し、発芽させて遊泳細胞を得る技術が必須で
あるが、まだその方法は確立されていない。
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２研究実績
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